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共 价 连接 BODIPY 光敏 剂 的 聚合 物 纳米 胶 束 
及 其 靶 向 光 动 力 疗效 的 研究 
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摘要 目的 : 利用 聚合 物 纳 米 胶 束 靶 向 输送 光敏 剂 分 子 已 经 成 为 光 动 力 治疗 癌症 的 研究 
热点 。 方法 : 本 研究 采用 原子 转移 自由 基 聚 合 反 应 合成 诡 段 聚合 物 聚 丙烯 酸 叔 丁 酯 - 聚 甲 
基 黄 烯 酸 缩水 甘油 酯 (PtBA-b-PGMA )， 共 聚 物 的 一 端 脱 除 叔 丁 基 ， 通 过 缩合 反应 共 价 
键 连接 甘露 糖分 子 ， 另 一 端 环 氧 基 开 环 引入 梧 氮 基 ， 并 通过 “click” 反 应 共 价 连 接 氛 表 
二 吡咯 光敏 剂 分 子 ， 最 后 制备 得 到 表面 甘露 糖 修饰 的 负载 光敏 剂 聚合 物 胶 东 。 利 用 核磁 
共振 和 气 谱 仪 和 传 立 叶 变换 红外 光谱 仪 进行 结构 确认 ; 通过 透射 电镜 和 动态 光 散 射 等 考察 
其 理化 性 质 ; 经 激光 共聚 焦 显 微 镜 和 MTT 细胞 毒性 实验 对 其 甘露 糖 受 体 靶 向 性 及 光 动 力 
疗效 进行 考察 和 评价 。 结 果 : 聚合 物 PEBA-p-PGMA 的 相对 分 子 量 为 16924， 其 分 散 系 数 
A136. RAW PRAPA A ABE 2106cm! Ab d XU RRA EM, Bit “click” 
AR. 5| NI] BRAND FE, BRB A, Æ 1637 cm! 4 h 9L — Sob de x 
M. KRAWMRREEDPY—, BRERA. GR OEIL 7] FAA 178 nm， 在 水 溶 
iP AL ED Ap HEE (PDI-0.298). FR A RIT A FLARE MDA-MB-231 细胞 和 HEK293 
正常 细胞 均 无 暗 毒性 ， 在 535 nm LED 光照 下 对 乳腺 癌 MDA-MB-231 细胞 具有 较 好 的 光 
动力 治疗 效果 。 结 论 : 聚合 物 胶 束 能 被 MDA-MB-231 癌 细 胞 表面 高 表达 的 甘露 糖 受 体 特 
异性 识别 ， 并 被 内 吞 进入 瘤 细 胞 内 ， 具 有 较 好 的 光 动 力 杀 伤 作用 。 

Xi] ADAG RAWX kam mwena A 
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光 动 力 治疗 是 一 项 通过 光 动 力学 
反应 选择 性 破坏 病变 组 织 的 全 新 技术 
(4。 近 年 来 ， 将 光 动 力 治疗 应 用 于 灼 
症 治疗 已 成 为 生物 学 领域 研究 的 热点 
B81。 这 种 治疗 手段 主要 依赖 于 将 光敏 
剂 输送 至 肿瘤 部 位 ， 并 在 肿瘤 部 位 集 
聚 ， 通 过 特定 波长 的 光 进 行 照射 ， 经 
过 一 系列 的 光化学 和 光 生 物 学 反应 ,! 
在 分 子 氧 的 参与 下 产生 活性 氧 ， 尤 其 
TARADI, 从 而 氧化 性 破坏 肿瘤 细胞 
成 分 ， 使 肿瘤 细胞 发 生 不 可 逆 的 损伤 ， 
最 终 使 细胞 凋 亡 或 裂解 ， 达 到 治疗 肿 
瘤 的 目的 向。 然而 光敏 剂 水 溶性 较 差 ， 
且 缺 乏 对 恶性 肿瘤 部 位 的 选择 性 中 , 其 
在 光 动 力 治疗 中 会 损伤 正常 组 织 ， 生 


物 利用 度 不 高 。 此 外 ， 在 特定 波长 的 
光照 下 产生 的 单 态 氧 半衰期 短 ， 在 肿 
瘤 部 位 扩散 的 距离 受 限 。 为 了 解决 以 
上 问题 需要 研发 出 新 型 的 光敏 剂 输送 
系统 。 

聚合 物 胶 束 是 近年 来 备 受 关注 的 
一 种 新 型 输送 载体 ， 主 要 通过 两 亲 性 
分 子 形成 具有 下 水 空 腔 内 核 和 杀 水 外 
壳 &9。 聚 合 物 胶 束 在 机 体内 具有 恨 好 
的 生物 相 容 性 和 稳定 性 ， 延 长 负载 药 
物 在 体内 的 循环 时 间 00， 但 聚合 物 胶 
束 并 不 能 实现 对 肿瘤 细胞 的 主动 靶 同 
作用 ， 为 了 进一步 改善 聚合 物 胶 束 对 
肿瘤 细胞 的 靶 向 作用 ， 通 常 选择 在 聚 
合 物 上 修饰 能 被 肿瘤 细胞 表面 高 表达 
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的 受 体 特异 识别 的 靶 向 分 子 ， 如 抗体 
中 、 多 肽 9、 叶酸 4 等 ， 使 聚合 物 胶 
束 通 过 受 体 识别 被 细胞 内 大 进入 细胞 
内 ， 即 实现 对 输送 载体 的 靶 向 功能 ， 
也 大 大 降低 了 对 机 体 正常 组 织 的 毒 副 
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作用 05。 近 年 来 ， 甘 露 糖 被 用 于 肿瘤 
细胞 表面 高 表达 的 甘露 糖 受 体 特 异性 
识别 ， 从 而 增强 输送 载体 对 肿瘤 部 位 
的 靶 向 识别 作用 已 经 有 了 许多 报道 
u9。 但 是 在 具有 部 向 性 输送 载体 上 修 
饰 光敏 麟 ， 尤 其 是 在 具有 鞭 癌 功能 的 
聚合 物 上 修饰 光敏 剂 ， 以 实现 理想 的 
光 动 力 疗 效 的 文章 却 鲜 有 报道 。 

氟 硼 二 吡咯 CBODIPYO 是 近年 
来 被 广泛 应 用 的 一 种 典型 光敏 剂 
L718]。 该 光敏 剂 具 有 较 好 的 光 稳 定性 ， 
量子 产 率 高 ， 较 大 的 摩尔 消光 系数 ， 
蛙 想 的 吸收 和 发 射 波长 等 特性 nH。 但 
HEK PERI e ze op Hr 88 ZA HS F5] E e 
性 ， 导 致 将 其 应 用 于 癌症 的 光 动 力 治 
疗 受 限 。 为 了 克服 以 上 困难 ， 本 文 首 
Zt f mu) BUG. fü 
胺 缩合 反应 将 能 被 肿瘤 细胞 表面 高 表 
达 的 甘露 糖 受 体 特异 性 识别 的 甘露 糖 
修饰 在 聚合 物 的 一 端 ， 同 时 在 另 一 端 
修饰 上 BODIPY， 制 备 得 到 表面 甘露 
糖 修饰 的 负载 光敏 剂 聚合 物 胶 束 ， 并 
应 用 于 光 动 力 治疗 乳腺 癌 实 验 研究 。 


VH 


1 ”材料 与 方法 


L1 ”主要 试剂 

A PR AL T BE ABA, 97%), 
1,1,4,7,7- 五 甲 基 - 二 乙烯 基 三 胺 
C(PMDETA，9%9%)、 甲 基 丙 烯 酸 缩水 
甘油 酯 (GMA，97%)、(+)-L- 抗 坏 血 
酸 钠 (99%)、 碳 二 亚 胺 (CEDC, 99%), 
五 水 硫酸 铜 (98% )、2- 溴 两 酸 甲 酯 
(MBrP, 99%) 均 于 百灵 威 科 技 有 限 公 
司 购买 ， D- 甘 露 糖 (D-Mannose, 7} 
析 纯 ) 购 于 国药 集团 化 学 试剂 有 限 公 
司 ; 溴 化 亚 铜 (CuBr，99% )、 和 氧化 亚 
铀 CuCl，99%)， 购 自 阿拉 丁 试剂 公 
司 ; 1- 羟 基 茶 并 三 唑 (HOBT，99%)， 
购 自 迈 瑞 尔 试剂 公司 ; 9, 10-8 AE X 
(IV FASE) =A = (ABDA, 90%), 
WA sigma 试剂 公司 。 
12 ”主要 仪器 

AVANCE 400M 型 核磁 共振 仪 ， 
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德国 Bruker 公司 生产 ; Nexus 470 ZI. 
外 光谱 仪 (FTIR), X H Nicolet 公司 
生产 ; Nano ZS 动态 光 散 射 仪 (DLS)， 
英国 Malvern 公司 生产 ; Waters1515 
Bet RB Ee (GPC) 仪 , 美国 Waters 
公司 生产 ; JEM-2 100 透射 电子 显 微 
镜 CTEM)， 日 本 电子 株式 会 社 生产 ; 
激光 共聚 焦 显 微 镜 (CLSM), 日 本 尼 
康 株式 会 社 生产 。 
1.3 Man-PAA-b-PGMA-BODIPY 的 合成 
1.3.1 氨基 -Qa-D- 吡 喃 甘露 糖 的 合成 

按照 参考 文献 中 制备 氨基 -a-D- 吡 
UH ERR 
1.3.2 BERR X -BODIPY 的 合成 

TR HA ZR 25 SCA OL] e LEE 
-BODIPY. 
1.3.3 PtBA-b-PGMA 的 合成 

T BR BSH MC REF Fil] e BR B HE TE 
物 PEBA-b-PGMA 
1.3.4 Man-PAA-b-PGMA-BODIPY 的 合成 

PRIN 0.5 g PEBA-b-PGMA 溶解 在 3 
ml EKZ FHE (DCM) 中 ， 密 封 烧 
XR. 在握 气 保护 下 , 癌 瓶 中 加 入 1.5 ml 
无 水 四 和 氨 叶 喃 (THF)， 室 温 下 搅拌 反应 
2h, FIA HPA 1.5 ml 无 水 
THF, 反应 2h 后 , 向 反应 瓶 中 加 入 0.5 
ml H20， 搅 拌 反 应 3h。 终 止 反应 ， 旋 
转 蒸 发 除去 溶剂 ， 向 反应 液 中 加 入 3 
ml H20, k FEN Ay 44 PAA-b-PGMA. 

称 取 200 mg ik B R RW 
PAA-b-PGMA 溶解 在 20 ml 无 水 N,N’- 
二 甲 基 甲 酰胺 (DMF) 中 ,密封 烧瓶 ， 
在 氢气 保护 下 ， 冰 浴 搅 拌 40 min, Æ 
Zim P I8] UA 505 mg EDC, 
356mg HOBT， 室 温 搅拌 15 min, A 
后 升温 至 40 反应 3h。 在 冰 浴 条 件 
下 向 反应 瓶 中 加 入 0.8 ml 三 乙 胺 和 
378 mg 氨基 -a-D- 吡 喃 甘露 糖 ， 在 冰 浴 
条 件 下 搅拌 1h 后 ,室温 反应 24h. & 
止 反应 ， 将 反应 液 过 滤 ， 有 机 溶剂 旋 
出 , 将 反应 液 移 至 截留 分 子 量 为 15000 
的 透析 袋 内 透析 三 天 。 透 析 结 束 后 冷 
冻 干燥 ， 即 可 得 Man-PAA-b-PGMA. 

称 取 120 mg Man-PAA-b-PGMA 
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溶解 于 7.5 ml 无 水 DMF 中 ， 在 氮气 
保护 下 ， 向 反应 瓶 中 加 入 42 mg BA 
钠 , 33 mg KLER, Æ 50 'C 搅 拌 反 应 
15h. KERM, FEMA Hl ee 
后 ， 过 滤 后 将 有 机 溶剂 旋 出 抽 于 ， 即 
可 得 Man-PAA-b-PGMA-Ns. 

量 取 3 ml 蒸馏水 于 20 ml 样品 瓶 
中 ， 通 氮气 鼓 泡 10 min 除去 水 深 氧 ， 


和 HEK293 两 种 细胞 分 别 接种 于 
U-dish F, ÆRA FUR A 24 h 使 其 
贴 壁 。 向 U-dish 中 加 入 含有 负载 光敏 
剂 的 聚合 物 胶 束 〈45 pg/ml) 的 培养 液 
继续 培养 24 h。 移 除 培养 液 , 用 pH 7.4 
的 磷酸 盐 绥 冲 液 (PBS) 清洗 3 次 。 

4.0% 的 甲醛 固定 细胞 后 用 1 ug/ml 的 
DAPI Zef&, Æ CLSM 下 观察 负载 光 


氢气 保护 下 , 加 入 17 mg 五 水 硫酸 铜 ， 
搅拌 溶解 后 , 加 入 45 mg 抗坏血酸 钠 ， 
制 得 A 混合 溶液 备用 。 将 60 mg 
Man-PAA-b-PGMA-N; 溶 于 5 ml 无 水 
DMF +, MARI F, IA 53 mg 
BODIPY 制 得 B 溶液 , 将 反应 瓶 密封 ， 
将 A 混合 溶液 加 到 B 中 ，70 ‘CRM 
48 h。 终止 反应 ,将 反应 液 过 滤 除 去 不 
溶 物 ， 滤 液 移 至 透析 袋 ( MWCO 
15000) 进行 透析 , 透析 三 天 冷冻 干燥 ， 
即 可 得 Man-PAA-bp-PGMA-BODIPY。 
1.4 fas JC MT RA WAR BAS AM 


mo 
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单 态 氧 的 生成 对 于 成 功 制备 负载 
光敏 剂 的 聚合 物 胶 束 是 一 个 非常 重要 
的 参数 。 使 用 ABDA 作为 单 态 氧 生成 
的 捕获 剂 ， 它 能 够 被 生成 的 单 态 氧 氧 
化 使 奖 光 吸收 强度 降低 ， 从 而 表征 负 
载 光敏 剂 的 聚合 物 胶 束 单 态 氧 的 生 
成 。 称 取 1 mg ABDA F 1 ml —H 
WI (DMSO) F, WER mg/ml 
的 母液 竺 用 。 通 过 Agilent Cary Eclipse 
RICA 2626 ET E ABDA 的 最 适 浓 
FEW 0.004 mg/ml， 再 配制 1 mg/ml fi 
载 光敏 剂 的 聚合 物 股东 水 溶液 ， 通 过 
实验 条 件 摸索 最 佳 检测 浓度 为 0.0002 
mg/ml; 将 配制 好 的 0.0002 mg/ml 负 
载 光 敏 剂 的 聚合 物 胶 束 水 溶液 加 到 
0.004 mg/ml 的 ABDA 溶液 中 。 在 535 
nm 的 LED 光源 下 对 溶液 进行 连续 0、 
2、4、6、8、10、12min 照射 ， 在 激 
发 波长 为 380 nm 的 条 件 下 , 测定 上 述 
溶液 在 荧光 波段 (390 nm-500 nm) 处 
的 奖 光 光谱 。 

1.5 负载 光敏 剂 的 聚合 物 胶 束 的 细胞 内 吞 

将 对 数 期 生长 的 MDA-MB-231 


敏 剂 的 聚合 物 胶 束 在 细胞 内 的 分 布 情 
况 ， 观 察 的 激发 波长 为 405/561 nm, 
发 射 波 长 为 417-477/570-1000 nm. 

1.6 负载 光敏 剂 的 聚合 物 胶 束 的 光 动 力 治 
疗 


将 对 数 期 生长 的 MDA-MB-231 
和 HEK293 两 种 细胞 分 别 接种 于 
U-dish F, ÆRA FUR A 24h 使 其 
贴 壁 。 向 U-dish 中 加 入 含有 负载 光敏 
剂 的 聚合 物 胶 束 (45 ug/ml) 的 培养 液 
继续 培养 24h。 弃 去 培养 液 , 加 入 1 ml 
新 鲜 培 养 基 ， 在 535 nm 的 LED 光源 
下 照射 50 min， 移 除 培 养 液 。 然 后 用 
4.0% 的 甲醛 将 细胞 固定 并 染色 。 在 
CLSM 观察 细胞 形态 ， 观 察 的 激发 波 
长 Jg 405/561 nm, ， 发 射 波长 为 
417-477/570-1000 nm. 
1.7 细胞 毒性 评价 

采用 MTT 实验 在 光 上 暗 条 件 下 评 
价 负载 光敏 剂 的 聚合 物 胶 束 的 细胞 毒 
性 。 将 100 ul MDA-MB-231 或 
HEK293 的 细胞 悬 液 种 植 于 96 FLIR 
中 ，10 000 个 细胞 / 孔 。 在 培养 箱 中 鲜 
育 24h， 用 pH7.4 的 PBS 清洗 3 次， 
向 每 孔 中 加 入 含 不 同 浓 度 负 载 光敏 剂 
的 聚合 物 胶 束 的 培养 液 。 培 养 48 h 后， 
移 除 培养 液 ， 用 pH 7.4 的 PBS 清洗 3 
次 , 向 每 孔 中 加 入 100 ul MTT 溶液 (1 
mg/ml) 继续 培养 4h。 每 孔 用 100 ul 
DMSO 替换 100 ul MTT 溶液 , 摇 床 振 
荡 15 min。 用 酶 标 仪 在 490 nm 处 测量 
SFL BOGE COD). 


2 ”结果 与 分 析 


2.1 Man-PAA-b-PGMA-BODIPY 的 合成 
Man-PAA-b-PGMA-BODIPY 的 合 
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成 路 线 如 图 1 所 示 。 首 先 以 MBrP 为 
引发 剂 引发 单 体 tBA RA, 得 到 PtBA， 
再 以 PtBA 作为 大 分 子 引 发 剂 引发 单 
fk GMA XE, fill R HER 
PtBA-b-PGMA， 通 过 调整 引发 剂 和 单 
体 的 比例 ， 结 合 核磁 共振 氨 谱 和 GPC 
对 其 结构 进行 确认 及 分 析 ， 最 终 选 取 
最 适 比 例 和 分 散 性 良好 的 嵌 段 共聚 物 
PtBA126-b-PGMA4;， 通 过 GPC 测 得 共 
聚 物 相 对 分 子 量 为 16924, 其 分 散 系 数 
为 1.36; 然后 经 水 解 反 应 将 PIBA 上 的 
叔 丁 基 脱 去 生成 羧基 , 核磁 氧 谱 如 图 2 

(a) 所 示 ， 在 5.2 ppm 处 即 为 羧基 上 
氧 的 特征 峰 ， 下 一 步 通 过 酰胺 缩合 反 
应 将 氨基 ou-D- 吡 喃 甘露 糖 修饰 在 PHUBA 
的 羧基 端 ， 核 磁 氧 谱 如 图 2 (b) 所 示 ， 
在 3.5~4.0 ppm 处 即 为 甘露 糖 上 质子 
氧 的 特征 峰 ， 接 下 来 PGMA 上 的 环 氧 
基 通 过 里 氮 钠 开 环 生成 带 有 过 氨基 的 
Man-PAA16-bp-PGMA4-N3。 最 后 通过 
“click” c DY, Kf He Ar RE BY 6 SCRI 
BODIPY # fr E 接 到 
Man-PA A 126-b-PGMA4-N3 上 ， 制 得 
Man-PAA 126-b-PGMA.-BODIPY , 核磁 
氨 谱 如 图 2 Cc) 所 示 , 在 7.3 一 7.6 ppm 
处 即 为 光敏 剂 BODIPY ŽIA E AUT] Bi 
征 峰 , 在 8.2 ppm AEBI 73 — US E ARIS] 
特征 峰 ， 标 志 着 BODIPY 的 成 功 引入 
和 “click” 反 应 的 成 功 发 生 。 
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(7)Man-PAAn-b-PGMAn-BODIPY 


1 Man-PAA-b-PGMA-BODIPY 的 合成 示意 图 


Fig. 1 Synthetic route of the 
Man-PAA-b-PGMA-BODIPY. 
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Fig. 2 'H NMR spectra of the polymers. (a) 
PAA »e-b-PGMA 2. (DMSO as solvent) (b) 


Man-PAA 126-b-PGMA4>. (DMSO as solvent) 


(c) Man-PAA 126-b-PGMA.4>-BODIPY. (DMF as 
solvent) 


2.2 负载 光敏 剂 的 聚合 物 胶 束 的 FTIR 分 析 
如 图 3 (a) 所 示 ， 在 1720 cm! 
处 出 现 较 强 的 伸缩 振动 峰 ， 即 为 
PtBA126-b-PGMA x 的 C=O 伸缩 振动 
峰 ， 经 水 解 后 生成 PAAlz6-p-PGMA4>， 
如 图 3 (b) 所 示 ， 在 1740 cm! 处 出 现 
较 明显 的 伸缩 振动 峰 ， 即 水 解 后 生成 
的 羧基 特征 峰 ; 然后 PAA 126-b-PGM Aa 
通过 酰 化 反应 将 氨基 oa-D- 吡 喃 甘露 糖 
引入 生成 Man-PAA126-b-PGMA42， 如 
图 3 (c) 所 示 ， 在 1670 cm? 处 出 现 明 
显 的 伸缩 振动 峰 ， 即 生成 的 酰胺 键 的 
特征 峰 ; 随后 Man-PAAi-b-PGMA4 
上 的 环 氧 基 通 过 羞 氮 钠 开 环 生成 带 有 
ZZE] Man-PAA16-b-PGMAw-N;， 
如 图 3 (d) Br, f£ 2106 cm? 处 明显 
的 看 到 伸缩 振动 峰 ， 即 受气 基 的 特征 
IM; 最 后 Man-PAAl2z6-p-PGMA42-N3 通 
“click” R, Anr AR E H E 
BODIPY JX W sl A Æ K 
Man-PAA 126-b-PGMA4-BODIPY , 如 
3 (e) Prax, TE 2106 cm! 处 的 特征 峰 
消失 , 在 1637 cm! 处 出 现 较 明 显 的 伸 
缩 振动 峰 ， 即 三 氮 唑 的 特征 峰 ， 从 而 
标志 着 “click”" 反 应 的 成 功 发 生 和 负载 
光敏 剂 的 聚合 物 胶 束 的 成 功 合成 。 
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Fig. 3 FT-IR spectra of the polymers. (a) 
PtBA 126-b-PGM Aap. (b) PAA j126-b-PGM Aq. (c) 
Man-PAA 176-b-PGMA.. 


(d) Man-PAA 126-b-PGMA42-N3. (e) 
Man-PAA 126-b-PGMA42-BODIPY. 


2.3 负载 光敏 剂 的 聚合 物 胶 束 的 TEM 和 
DLS 表征 

通过 TEM 观察 负载 光敏 剂 的 聚 
CU WES, RILE 4 (a)， 负 
载 光 敏 剂 的 聚合 物 胶 束 呈 球 形 且 粒 径 
分 散 均 匀 ， 分 散 性 良好 。 通 过 DLS W 
定 负载 光敏 剂 的 聚合 物 胶 束 的 流体 力 
学 直径 ， 结 果 见 图 4 (b)， 负 载 光 敏 剂 
的 聚合 物 胶 束 在 水 溶液 中 粒度 分 布 较 
^ (PDI=0.298)， 其 流体 力学 直径 为 
178 nm. 
(a) 9 


A 
10 100 1000 


Hydrodynamic size (nm 


4 负载 光敏 剂 的 聚合 物 胶 束 的 〈a) 透射 电镜 照 
片 和 水 溶液 中 的 (b) 流体 力学 直径 分 布 
Fig. 4 The (a) TEM image of 
Man-PAA 126-b-PGMA42-BODIPY and its (b) diameter 


and distribution. 


N 


.4 负载 光敏 剂 的 聚合 物 胶 束 产 单 态 氧 研 


单 态 氧 的 产生 是 对 光敏 剂 的 光 动 
力 疗 效 评估 所 必 不 可 少 的 参数 。 负 载 
光敏 剂 的 聚合 物 胶 束 在 特定 波长 光照 


y 
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下 产生 的 单 态 氧 能 将 单 态 氧 的 捕获 剂 
ABDA 氧化 。 使 ABDA 荧光 强度 在 
400-490 nm 的 吸收 峰 减 弱 ， 进 而 间接 
证 明 负 载 光敏 剂 的 聚合 物 胶 束 在 特定 
波长 光照 下 产生 单 态 氧 。 由 图 (a) 
可 知 , 单 态 氧 捕获 剂 在 535 nm 的 LED 
光照 下 不 会 产生 单 态 氧 。 由 图 5 (b) 
可 知 , 负载 光敏 剂 的 聚合 物 胶 束 在 535 
nm 的 LED 光照 下 产生 的 单 态 氧 将 捕 
获 剂 ABDA AM, RRK, ME 
中 明显 的 看 出 随 着 照射 时 间 的 延长 ， 
单 态 氧 不 断 产 生 。 以 上 实验 结果 证 明 ， 
负载 光敏 剂 的 聚合 物 胶 束 在 特定 波长 
光照 下 产生 单 态 氧 ， 为 理想 的 光 动 力 
疗效 提供 了 一 个 非常 重要 的 参数 。 
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5 不 同时 长 (0. 2. 4. 6, 8, 10, 12 min) 光 
(535 nm, 20 mWycm2) 照 下 ABDA 的 荧光 光谱 图 
(波长 范围 390~500 nm). (a) ABDA 的 DMSO 

溶液 ，(b) ABDA+ 

Man-PAA 126-b-PGMA4-BODIPY 的 DMSO 溶液 


Fig. 5 Fluorescence spectra (between 390 and 500 
nm) of ABDA in DMSO (a) and ABDA plus 
Man-PAA 126-b-PGMA42-BODIPY in DMSO (b) 
irradiated with a 535 nm LED light (20 mW/cm?) in 
varied time. 
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2.5 甘露 糖 受 体 介 导 的 细胞 内 吞 
通过 CLSM 考察 负载 光敏 剂 的 聚 
合 物 胶 束 的 细胞 内 知人 作用， 结果 见 图 
6。 选 取 MDA-MB-231 和 HEK293 两 
种 细胞 作为 细胞 内 吞 实验 研究 的 细胞 
模型 ， 分 别 与 负载 光敏 剂 的 聚合 物 胶 
束 进 行 培养 ， 再 选取 一 组 同样 的 
MDA-MB-231 细胞 先进 行 甘露 糖 封 
堵 ， 再 与 负载 光敏 剂 的 聚合 物 胶 束 进 
行 培养 ;细胞 核 经 DAPI 染色 后 呈 蓝 
色 ，BODIPY BARA ERI, Ale, 
负载 光敏 剂 的 聚合 物 胶 束 呈 红色 。 如 
6 (a) Ara, RAH BRA E B 
MDA-MB-231 细胞 内 出 现 红色 痰 光 ， 
且 在 红色 荧光 和 蓝 色 荧光 车 加 部 分 较 
明显 ， 说 明 负 载 光敏 剂 的 聚合 物 股 束 
被 MDA-MB-231 癌 细 胞 大 量 摄取 进 
入 细胞 内 。 如 图 6 (b) 所 示 ， 被 甘露 
fi S JE: MDA-MB-231 癌 细 胞 表面 
的 甘露 糖 受 体 大 量 减 少 ， 从 而 在 
MDA-MB-231 癌 细 胞 内 基本 没有 出 
现 红色 荧光 ， 该 现象 与 未 被 封 墙 的 
MDA-MB-231 癌 细 胞 形成 较 明 显 的 
差异 .如 图 6(c) 所 示 , 由 于 在 HEK293 
常 细 胞 表面 的 甘露 糖 受 体 低 表达 ， 
导致 HEK293 细胞 内 出 现 的 红色 荧光 
较 弱 。 上 述 实验 结果 证 明了 负载 光敏 
剂 的 聚合 物 胶 束 能 够 被 MDA-MB-231 
癌 细 胞 表面 的 甘露 糖 受 体 特 异性 识别 
内 大 进入 到 细胞 ， 而 细胞 表面 甘露 糖 
受 体 低 表达 的 HEK293 正常 细胞 只 摄 


取 少 量 的 负载 光敏 剂 的 聚合 物 胶 束 。 


Man-PAA3-b-PGMA,;- 
BODIPY 


DAPI Merged 
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6 MDA-MB-231 癌 细 胞 ， 甘 露 糖 封 堵 的 
MDA-MB-231 
癌 细 胞 和 HEK293 正常 细胞 分 别 对 
Man-PAAli6-p-PGMA4-BODIPY 的 摄取 情况 


Fig. 6 Celluar uptake of 
Man-PAA 126-b-PGMA42-BODIPY. (a) MDA-MB-231 
cancer cells. (b) MDA-MB-231 cancer cells with 
mannose competition. (c) HEK293 normal cells. 


26 负载 光敏 剂 的 聚合 物 胶 束 的 光 动 力 治 
疗 的 研究 

细胞 水 平 上 的 光 动 力 疗效 ， 是 评 
价 光敏 剂 光疗 性 能 的 重要 参数 。 通 过 
CLSM 对 经 光 暗 条 件 处 理 的 
MDA-MB-231 癌 细 胞 和 HEK293 正常 
细胞 进行 形态 的 考察 和 评价 。 如 图 7 
所 示 : 图 7 Ca) 未 经 535 nm LED 灯 
光照 ， 细 胞 核 大 小 均一 旦 圆润 ， 图 7 
(b) 经 LED 光照 50 min 后 ， 可 以 看 
到 与 图 7 (a) 呈现 明显 的 差异 ， 其 细 
HA RR AR. ET Cc) 经 
LED 光照 50 min， 其 细胞 形态 未 发 生 
破坏 。 以 上 实验 结果 证 明 负 载 光 敏 剂 
的 聚合 物 胶 束 对 MDA-MB-231 癌 细 
胞 具有 良好 的 光 动 力 治 疗效 果 , 经 535 
nm LED 灯光 照 后 ， 其 诱导 产生 的 单 
态 氧 对 MDA-MB-231 癌 细 胞 具有 和 较 
大 的 杀伤 作用 。 


DAPI 


Man-PAA;,-b-PGMA,;- 
BODIPY 


Merged 


(a) 


Ce) 


7 Man-PAA126-b-PGMA4-BODIPY (45 pg/ml) 
与 MDA-MB-231 癌 细胞 共 培 养 24 h 暗 环境 (a) 
和 光照 50 min (b), E HEK293 正常 细胞 共 培 养 
24 h 光照 50 min (c) 的 激光 共聚 焦 显 微 镜 照 片 。 
Fig. 7 CLSM images of PDT with 
Man-PAA 126-b-PGMA.42-BODIPY micelles 
(45ug/ml). (a) MDA-MB-231 cancer cells in dark, 
(b) MDA-MB-231 cancer cells and (c) HEK293 with 
535 nm LED irradiation. 
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2.7 负载 光敏 剂 的 聚合 物 胶 束 的 细胞 毒性 
评价 

采用 MTT 法 考察 负载 光敏 剂 的 
聚合 物 胶 束 在 光 暗 条 件 下 对 
MDA-MB-231 和 HEK293 两 种 细胞 的 
细胞 毒性 ， 以 评估 负载 光敏 剂 的 聚合 
物 胶 束 的 生物 相 容 性 及 光 动 力 治 疗 疗 
效 。 分 别 配制 五 种 浓度 的 负载 光敏 剂 
的 聚合 物 胶 束 : 0、50、100、150、200、 
250 hg/ml， 将 培养 的 细胞 分 为 A 组 和 
B 组 ， 两 组 细胞 培养 24h 后 加 入 不 同 
浓度 的 负载 光敏 剂 的 聚合 物 胶 束 溶液 
继续 培养 24h，A 组 通过 酶 标 仪 统 计 
细胞 存活 率 ，B 组 在 535 nm 的 LED 
灯 下 照射 30 min， 通 过 酶 标 仪 统计 细 
胞 存活 率 。 结 果 如 图 8 所 示 ， 由 图 8 
(a) 可 知 ， 负 载 光 敏 剂 的 聚合 物 胶 柬 
溶液 浓度 达到 250 pg/ml， 两 种 细胞 存 
活 率 仍 在 90% 以 上 ， 说 明 负 载 光敏 剂 
的 聚合 物 胶 束 对 MDA-MB-231 癌 细 胞 
和 HEK293 正常 细胞 无 暗 毒性 ， 生 物 
相 容 性 较 好 。 由 图 8 b) 可 知 ， 两 组 
细胞 经 光照 后 随 着 胶 束 溶液 浓度 的 不 
断 增 大 ，MDA-MB-231 癌 细 胞 存活 率 
不 到 20%， 而 HEK293 正常 细胞 存活 
率 仍 在 85% 以 上 ， 结 果 显 示 负 载 光敏 
剂 的 聚合 物 胶 束 能 被 MDA-MB-231 Jig 
细胞 表面 高 表达 的 甘露 糖 受 体 特异 性 
识别 进入 细胞 内 ， 而 细胞 表面 甘露 糖 
受 体 低 表达 的 HEK293 正常 细胞 只 摄 
取 少 量 的 负载 光敏 剂 的 聚合 物 胶 束 。 
以 上 实验 结果 证 明 ， 负 载 光 敏 剂 的 聚 
合 物 胶 束 对 肿瘤 细胞 具有 较 好 的 靶 向 
识别 作用 ， 且 该 胶东 在 特定 波长 的 光 
照 下 通过 产生 的 单 态 氧 对 肿瘤 细胞 具 
有 较 理 想 的 杀伤 作用 ， 可 作为 潜在 的 
光敏 剂 应 用 于 癌症 的 光 动 力 治疗 。 
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Man-PAA 126-b-PGMA42-BODIPY 与 MDA-MB-231 
癌 细 胞 和 HEK293 正常 细胞 共 培养 24 h 后 的 细胞 
存活 率 (a) 和 在 535 nm LED 灯 照 射 30 min 后 细 
胞 存活 率 (b)。 
Fig. 8 Viability of MDA-MB-231 cells and HEK293 
cells after 24h of incubation with 
Man-PAA 126-b-PGMA42-BODIPY doses followed by 
irradiation with a 535 nm LED light for 30 min (b) 
or incubation in the dark(a). 


3 iit 
AWR A Mik RA D 
PtBA126-b-PGMAw, 在 聚合 物 的 一 端 修 
饰 上 甘露 糖 ， 男 一 端 通过 共 价 键 连接 
E BODIPY, AI Hike RAW EISE 
Bik Fr BE ER fa OG SUR RA 10 298 
米 胶 束 。 通 过 研究 负载 光敏 剂 的 聚合 
物 胶东 的 形 貌 特征 ， 粒 径 大 小 ， 并 考 
ge 其 对 MDA-MB-231 癌 细 胞 和 
HEK293 正常 细胞 的 光 动 力 疗效 。 结 果 
显示 ， 负 载 光 敏 剂 的 聚合 物 胶 束 能 被 
MDA-MB-231 癌 细 胞 表面 高 表达 的 甘 
露 糖 受 体 特异 性 识别 内 吞 进入 细胞 ， 
在 LED 灯 照 射 下 ， 负 载 光敏 剂 的 聚合 
物 胶 束 对 MDA-MB-231 癌 细 胞 具有 较 
好 的 杀伤 作用 ， 而 对 HEK293 正常 细 
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毒性 作用 较 小 。 因 此 ， 所 制备 的 具 
有 靶 回 功能 和 光 动 力 疗效 的 负载 光敏 
剂 的 聚合 物 胶 束 有 望 成 为 一 种 理想 的 
新 型 光敏 分 子 胶 束 ， 应 用 于 狂 症 的 光 
动力 治疗 。 
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Abstract 


Objectives: Polymeric nanomicelles have attracted more attention since it could 


become a targeted delivery system of photosensitizers for cancer photodynamic therapy (PDT). 
Methods: The poly(butyl acrylate)-block-poly(glycidyl methacrylate) (PtBA-b-PGMA) copolymer 
was first synthesized by atom transfer radical polymerization. After the tert-butyl group was 
removed from PtBA-b-PGMA, mannose was covalently linked via amide reaction. Finally, 
BODIPY-based photosensitizers were introduced by the “click” reaction to obtain polymeric 
nanomicelles (Man-PAA-b-PGMA-BPDIPY). Structure of Man-PAA-b-PGMA-BPDIPY was 
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confirmed by !H NMR and FT-IR. The size and morphology of Man-PAA-b-PGMA-BODIPY 
was characterized by transmission electron microscopy and dynamic light scattering. The 
cytotoxicity, cellular uptake and PDT effects of Man-PAA-b-PGMA-BODIPY were 
investigated by MTT assay and confocal laster scanning microscope. Results: The relative 
molecular weight of PtBA-b-PGMA is 16924, and the dispersion coefficient is 1.36. The 
appearance of a peak at 2106 cm! in the FTIR spectrum of Man-PAA-b-PGMA-N3 indicates 
successful grafting of azide groups onto the polymer. This peak disappeared and a new peak at 
1637 cm! was observed after azide-alkyne cycloaddition “click” chemistry, indicating the 
formation of triazole bonds in Man-PAA-b-PGMA-BODIPY. Polymeric nanomicelles have 
uniform size distribution and excellent stability in aqueous solution. The average 
hydrodynamic diameter of polymeric nanomicelles is 178 nm with a narrow size distribution 
(PDI=0.298). Man-PAA-b-PGMA-BODIPY did not exhibit toxicity against MDA-MB-231 
and HEK293 cells in the dark, while the enhanced phototoxicity was observed on 
MDA-MB-231 cancer cells under 535 nm LED irradiation. Conclusions: 
Man-PAA-b-PGMA-BODIPY was efficiently internalized by MDA-MB-231 cancer cells 
through receptor-mediated endocytosis, while HEK293 normal cells showed much lower 
endocytosis towards micelles under the same conditions. Thus, Man-PAA-b-PGMA-BODIPY 
shows its potential for targeted PDT of cancer. 

Keywords Photodynamic therapy Polymeric nanomicelles Targeted delivery 
Endocytosis Phototoxicity 


